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Abstract— Second-harmonic generation microscopy is a new imaging tool that allows analyzing non-centrosymmetric
structures, such as collagen. This method can be used to detect structural organization of human ovarian extracellular
matrix. Collagen remodeling can be used as early indicator of disease states, such as tumor development and
invasiveness. Scoring structural characteristics like main collagen orientation and organization do allow differentiating
between healthy and cancerous tissue. In this report, it is proposed a new method to calculate the main orientation
angle as well as the degree of collagen fibers organization. The algorithm is based on the analysis of image Fourier
transform modulus, characterizing spectral distribution by using singular value decomposition. The preliminary results
obtained in this work demonstrate that the method allows to discriminate healthy from cancerous tissue.
Keywords— SHG, microscopy, collagen, organization, tumor, SVD.
Resumen— La microscopı´a de generacio´n de segundo armo´nico es una nueva herramienta de ima´genes que
permite analizar estructuras no centrosime´tricas, como el cola´geno. Este me´todo puede usarse para detectar la
organizacio´n estructural en el ovario humano. La remodelacio´n del cola´geno es un indicador temprano de los estados
de enfermedad, como el desarrollo tumoral y la invasividad. Las caracterı´sticas estructurales como la orientacio´n
principal y organizacio´n de las fibras de cola´geno permiten diferenciar entre tejido sano y canceroso. En este informe,
se propone un nuevo me´todo para calcular el a´ngulo de orientacio´n principal, ası´ como el grado de organizacio´n de
las fibras de cola´geno. El algoritmo se basa en el ana´lisis del mo´dulo de transformacio´n de Fourier de la imagen,
que caracteriza la distribucio´n espectral mediante el uso de la descomposicio´n en valores singulares. Los resultados
preliminares obtenidos en este trabajo demuestran que el me´todo permite discriminar entre tejido sano y canceroso.
Palabras clave— SHG, microscopı´a, cola´geno, organizacio´n, ca´ncer, SVD.
I. INTRODUCCIO´N
EL ca´ncer es una de las principales causas de mortalidaden el mundo por lo que se destinan ingentes esfuerzos en
su estudio. La deteccio´n temprana aumenta considerablemente
la eficacia de los tratamientos, la probabilidad de supervivencia
se incrementa, la morbilidad se reduce y el tratamiento resulta
ma´s econo´mico.
Estudios recientes demuestran que los desarrollos tumorales
provocan remodelacio´n del microambiente circundante, in-
cluyendo cambios en la organizacio´n de las fibras cola´genas
de la matriz extracelular de los tejidos [?]. Su observacio´n
y cuantificacio´n permite comprender mejor co´mo la organi-
zacio´n de la matriz, la densidad y la composicio´n afectan tanto
la formacio´n como la progresio´n del tumor.
Debido al ordenamiento semicristalino y a la estructura
no centrosime´trica de la mole´cula proteica de cola´geno, las
fibras pueden ser visualizadas mediante nuevas te´cnicas de
microscopı´a no lineal como la microscopı´a de generacio´n de
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segundo armo´nico (SHG) [?]. Esta te´cnica permite capturar
ima´genes de alto contraste y resolucio´n espacial de las fibras
de cola´geno; posee capacidad para penetrar especı´menes grue-
sos sin la necesidad de tincio´n [?], [?]. Se basa en el efecto
o´ptico no lineal producido por una luz la´ser intensa; cuando
dos fotones combinan su energı´a para excitar a una mole´cula,
esta emite un foto´n con exactamente el doble de energı´a (el
doble de frecuencia).
El objetivo de este trabajo es proponer una nueva
metodologı´a para cuantificar dos para´metros de la remode-
lacio´n del cola´geno: organizacio´n y orientacio´n. El primero
mide el grado de paralelismo existente entre las fibras de
cola´geno, mientras que el segundo determina el a´ngulo de
inclinacio´n en el cual el grupo mayoritario se encuentra
orientado, las que en tejidos normales se orientan paralelas
al epitelio suprayacente.
Actualmente, el me´todo ma´s extendido para el ca´lculo de
la orientacio´n principal, es a partir del ana´lisis del mo´dulo de
la transformada de Fourier (FT) de la imagen. Este me´todo
fue introducido por Rossi et al [?] para demostrar cambios
morfolo´gicos en la co´rnea porcina. La imagen formada por
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la FT, es ajustada a una elipse, donde la direccio´n del eje
principal es perpendicular a la direccio´n de las fibras y la
organizacio´n se cuantifica como el cociente entre la longitud
del radio menor sobre el radio mayor [?], [?], [?]. Tambie´n
se puede estimar usando un ajuste lineal [?], [?], [?], trans-
formada de Rado´n [?], funcio´n de autocorrelacio´n [?], basado
en un histograma en coordenadas polares [?], o a trave´s de la
matriz de covarianza [?].
Analizando directamente la imagen espacial, Hu et al [?]
propusieron calcular la orientacio´n principal mediante la esti-
macio´n de la matriz de coocurrencia de niveles de gris, donde
se busca el a´ngulo donde el estadı´stico correlacio´n es ma´ximo.
La organizacio´n de las fibras de cola´geno se cuantifica como
el cociente entre la longitud del radio menor sobre el radio
mayor de la elipse ajustada en la imagen transformada [?],
[?], [?], [?], [?], [?]. Otros autores la estiman mediante la
frecuencia espacial ma´xima [?]. Fung et al la estima mediante
el gradiente espectral de potencia [?]. En este trabajo se
propone un me´todo matema´tico y directo para calcular ambos
para´metros utilizando descomposicio´n en valores singulares.
II. MATERIALES
A. Material biolo´gico
Las biopsias ova´ricas fueron obtenidas del archivo del
Departamento de Patologı´a del Hospital Universitario de Cam-
pinas, SP, Brasil. El protocolo experimental fue aprobado
por el Comite´ de E´tica de la Facultad de Ciencias Me´dicas,
Unicamp - N◦ 1437/2001. Todos los procedimientos fueron
realizados de acuerdo con la Declaracio´n de Helsinki y los
principios e´ticos de la comunidad me´dica.
Se prepararon muestras de tejido ova´rico de 4 µm de espesor
y luego se tin˜eron con hematoxilina-eosina empleando te´cnicas
esta´ndar. Cada seccio´n de tejido fue evaluada y diagnosticada
por un pato´logo experimentado. Se capturaron ima´genes de
SHG de cada una de las muestras utilizando un microscopio
invertido Axio Observer Z.1 equipado con un cabezal Zeiss
LSM 780-NLO confocal scan (Carl Zeiss AG, Alemania) de
acuerdo al me´todo descripto por Adur et al [?]. En este trabajo
preliminar fueron empleadas 5 muestras de tejido ova´rico
normal y 5 muestras de tejido ova´rico patolo´gico del tipo
adenocarcinoma mucinoso.
III. ALGORITMO
A. Funcio´n ventana
La FT de una imagen es tratada como parte de una sen˜al
perio´dica de ima´genes ide´nticas. Esta imagen es extendida
horizontal y verticalmente como un mosaico, creando dis-
continuidades en los bordes. Estas generan altas componentes
frecuenciales en la imagen transformada, las que se visualizan
como lı´neas verticales y horizontales que se asemejan al “signo
ma´s”. Esta distorsio´n puede atenuarse significativamente mul-
tiplicando la imagen espacial por una funcio´n que suavice los
bordes al color negro (valor cero de fondo). En el me´todo
propuesto fue utilizada una ventana Tukey, con una relacio´n
de suavizado α de 0,25 [?].
1. Funcio´n ventana
2. TF bidimensional
3. Binarizacio´n
4. SVD
5. Obtencio´n de para´metros
Fig. 1. Algoritmo para el ca´lculo de la orientacio´n y organizacio´n de las
fibras de cola´geno.
B. Transformada de Fourier bidimensional
La transformada de Fourier bidimensional permite la con-
versio´n de la imagen en el dominio espacial en una re-
presentacio´n en el dominio frecuencial, donde la frecuencia
cero se encuentra centrada en la imagen y la distancia de
cualquier punto al centro es proporcional a la frecuencia.
Esta representacio´n es la suma de exponenciales complejas
de magnitudes, frecuencias y fases variables.
Una lı´nea en el dominio espacial esta´ compuesta por una
amplia gama de componentes frecuenciales. Se puede observar
que la distribucio´n de las frecuencias se encuentran alineadas
y su inclinacio´n esta´ relacionada con el a´ngulo de inclinacio´n
de la lı´nea en la imagen espacial, independiente de su posicio´n
(Fig. 2). Especı´ficamente la inclinacio´n en el campo frecuen-
cial es perpendicular a la lı´nea en la imagen espacial.
Fig. 2. Imagen espacial de una lı´nea y su correspondiente transformada de
Fourier
En el caso particular de las fibras de cola´geno, el conjunto
de fibras nunca se encuentra perfectamente alineado, por lo
que la imagen frecuencial no forma una lı´nea, sino que la
distribucio´n de frecuencias adopta una forma elı´ptica. En la
Fig. 3 se pueden observar las fibras de cola´geno de una muestra
de tejido ova´rico normal, de la cual se le obtiene la TF direc-
tamente y anteponiendo una funcio´n ventana. Conforme las
fibras presenten una estructura desorganizada, es decir, exhiba
patrones aleatorios, la distribucio´n de frecuencias adoptara´ una
forma circular. En la Fig. 4 se pueden observar las fibras de
cola´geno de una muestra de tejido ova´rico patolo´gico, de la
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cual se le obtiene la TF.
La Fig. 3 y la Fig. 4 representan dos casos extremos
donde las fibras de cola´genos evidencian notables diferencias
morfolo´gicas. Esta diferencia puede ser imperceptible entre
muestras de tejido normal y tejido patolo´gico, o entre difer-
entes tipos te tejido patolo´gico.
Fig. 3. Imagen de las fibras de cola´geno de un tejido ova´rico normal y
su correspondiente transformada de Fourier. Comparacio´n de las ima´genes
transformadas sin y con la multiplicacio´n por la ventana de Tukey.
Fig. 4. Imagen de las fibras de cola´geno de un tejido ova´rico patolo´gico y
su correspondiente transformada de Fourier
Fig. 5. Binarizacio´n del mo´dulo de la transformada de Fourier.
C. Binarizacio´n
La distribucio´n de las componentes frecuenciales en la
TF adopta una forma elı´ptica que es extraı´da mediante la
definicio´n de un umbral que permite separar las componentes
ma´s relevantes respecto del fondo. La seleccio´n de este umbral
es un factor importante para obtener correctamente la forma
generada. Se utilizo´ en el presente trabajo, un umbral adapta-
tivo definido previamente por Zeitoune et al [?].
La Fig. 5 muestra la binarizacio´n del mo´dulo de la TF.
Posteriormente la imagen fue convertida a un par ordenado de
valores (x,y), formando una matriz A ∈ Rmx2, donde m es la
cantidad de elementos con valor 1.
D. Descomposicio´n en valores singulares
La descomposicio´n en valores singulares (SVD) de una
matriz A ∈ Rmxn es una factorizacio´n de la misma como el
producto de matrices. Puede expresarse de la siguiente forma:
A = UΣV T (1)
donde U ∈ Rmxm y V ∈ Rnxn son matrices ortogonales
y Σ ∈ Rmxn es una matriz diagonal que contiene los valores
singulares σ1 ≥ σ2 ≥ ... ≥ σr ≥ 0, r = min(m,n).
En este caso particular con n=2, dado que m>n, puede
escribirse la versio´n reducida como U ∈ Rmx2 y Σ ∈ R2x2,
entonces la matriz Σ so´lo contendra´ 2 valores singulares
positivos no nulos.
Para la obtencio´n de los dos para´metros (seccio´n III-E) so´lo
se requiere calcular la matriz V y la matriz Σ. La primera esta´
formada por los autovectores de ATA, y la segunda por los
valores singulares, que son la raı´z cuadrada de los autovalores
de ATA.
V = [v1 v2] =
[
v11 v21
v12 v22
]
(2)
Σ =
[
σ1 0
0 σ2
]
(3)
E. Obtencio´n de para´metros
Se obtendra´n dos para´metros a partir de la descomposicio´n
en valores singulares de la matriz A ∈ Rmx2: la orientacio´n
y organizacio´n de las fibras de cola´geno. Como se vera´
posteriormente (seccio´n IV-A), el autovector v1 representa la
direccio´n del eje principal y el autovector v2 representa el
eje secundario. Conociendo que la direccio´n de las fibras de
cola´geno son perpendiculares a la direccio´n del eje principal,
al ser v1 y v2 ortogonales, v2 representara´ la direccio´n de
las fibras de cola´geno. Entonces, la orientacio´n de las fibras
de cola´geno podra´ calcularse como1:
θ = arctg
(
v22
v21
)
(4)
La medida de cualquier valor singular de la matriz Σ es
indicativa de su importancia en la propagacio´n de los datos
en esa direccio´n. Especı´ficamente, el valor singular es la
desviacio´n esta´ndar de los datos en la direccio´n de cada
1En un programa, el pixel (0,0) de la matriz que representa la imagen se
encuentra en la esquina superior izquierda de la imagen, por lo que el resultado
real es el valor negativo.
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Fig. 6. Gra´ficas de la descomposicio´n de la matriz A.
vector. El grado de organizacio´n de las fibras de cola´geno
sera´ definido mediante la relacio´n de aspecto (RA) como el
cociente entre el valor singular en la direccio´n secundaria (σ2)
y el valor singular en la direccio´n primaria (σ1):
RA =
σ2
σ1
(5)
IV. RESULTADOS Y DISCUSIO´N
A. Interpretacio´n geome´trica
Dado que SVD es una reduccio´n en matrices ortogonales,
puede interpretarse que la matriz U es la proyeccio´n de la
matriz A sobre los vectores ortogonales que forman la matriz
S, multiplicada por un factor de dispersio´n Σ. Es decir, la
matriz de datos U, es escalada y rotada para formar A. La
matriz Σ es una matriz diagonal dada por la ecuacio´n 3, por
lo que σ1 escala u´nicamente a la primera columna de U y σ2
multiplica a la segunda columna de U. La matriz V tiene la
estructura de una matriz de rotacio´n en el espacio euclidiano2:
V =
[
cos θ sen θ
−sen θ cos θ
]
(6)
Este ana´lisis resulta evidente al observar la Fig. 6.
B. Distincio´n entre muestras de tejido normal y patolo´gico
La Fig. 7 muestra la variabilidad en la organizacio´n de los
tejidos. Se puede observar una diferencia significativa entre
ambos tipos de tejido. La orientacio´n de las fibras de cola´geno
adquiere importancia cuando estas son comparadas con el
tejido epitelial de la capa adyacente. Es por ello, que se calculo´
la diferencia entre el a´ngulo del tejido epitelial y el a´ngulo
principal de las fibras de cola´geno. La Fig. 8 muestra una dife-
rencia significativa entre ambos tipos de tejido. Principalmente
el tejido patolo´gico presenta mayor variabilidad.
V. CONCLUSIONES
En el presente trabajo se presenta un nuevo me´todo para
cuantificar dos para´metros importantes que caracterizan la
distribucio´n de las fibras cola´genas, la organizacio´n y la
orientacio´n principal. La organizacio´n, se cuantifico´ mediante
la relacio´n de aspecto, en la que un valor cercano a cero, indica
2La posicio´n del signo negativo se debe a que es una matriz que post-
multiplica.
Fig. 7. Distribucio´n de la relacio´n de aspecto para las 5 muestras de tejido
normal y 5 muestras de adenocarcinoma mucinoso
Fig. 8. Distribucio´n de la diferencia entre el a´ngulo de inclinacio´n de las
fibras de cola´geno respecto al tejido epitelial adyacente para las 5 muestras
de tejido normal y 5 muestras de adenocarcinoma mucinoso
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un alto paralelismo entre las fibras, mientras que un valor
cercano a uno implica una organizacio´n aleatoria de las fibras
de cola´geno. Los resultados mostraron diferencia estadı´stica
entre los tejidos normales y los tejidos patolo´gicos analizados,
permitiendo establecer un umbral de separacio´n. En funcio´n
de estos resultados, se concluye que este para´metro posee un
gran potencial como clasificador del estado de los tejidos en
concordancia con trabajos anteriores.
La orientacio´n principal de las fibras de cola´geno indica
la direccio´n en el cual el grupo mayoritario se encuentra
orientado. Se calculo´ la diferencia entre este valor y el del
tejido epitelial adyacente. Una diferencia entre 0◦ a 15◦
implica un alto paralelismo entre las fibras de cola´geno y
el tejido epitelial. Este valor junto a un bajo RA permitirı´an
estimar un tejido normal.
La descomposicio´n en valores singulares se caracteriza por
la simplicidad y la velocidad de ca´lculo. Permite reemplazar el
ajuste manual de una elipse realizado sobre la imagen trans-
formada por un ca´lculo matema´tico. Los autores pretenden
extender este me´todo a ima´genes tridimencionales y aumentar
el nu´mero de muestras en futuros trabajos.
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